Diluted aqueous solutions of some proteins (bovine serum albumin, /?-Lactoglobubin, Per oxidase) show weak phosphorescence lasting over several minutes after they have been irradiated with light in the range 3500 -4200 Ä. Addition of Eosin after the irradiation amplifies in some cases the intensity of luminescence to a value of about hundred. If Eosin is present at the irradia tion process the excitation to phosphorescence is possible with light of the wavelength 5460 Ä.
Diluted aqueous solutions of some proteins (bovine serum albumin, /?-Lactoglobubin, Per oxidase) show weak phosphorescence lasting over several minutes after they have been irradiated with light in the range 3500 -4200 Ä. Addition of Eosin after the irradiation amplifies in some cases the intensity of luminescence to a value of about hundred. If Eosin is present at the irradia tion process the excitation to phosphorescence is possible with light of the wavelength 5460 Ä.
After denaturation processes which destroy the configuration of proteins (Urea, Guanidine-HCl, detergents, heat at higher p h ) the ability of phosphorescence disappears altogether; likewise after blocking the SH-groups by benzochinone or a total oxidation or reduction of the SS-groups which causes an complete unfolding of the peptide chain.
In solutions of bovine serum-albumin irradiated with 3650 Ä at room temperature and after wards frozen to -178 °C no radicals could be observed by measurements of electron-spin-resonance but they were detectable if the irradiation took place in the presence of H20 2 .
The reactions Xanthinoxidase-Xanthine-02 , Peroxidase-H20 2 and bovine serum-albumin-H20 2-Fe(II)EDTA are accompanied by diemiluminescence. By comparison with the behaviour of oxidised serum-albumin it could be shown that the chemical reaction produces an excited state of the native protein.
The observations lead to the conclusion that the weak phosphorescence of long duration origi nates from a triplet-state which is sufficiently populated only as the consequence of cooperative phenomena attending the undisturbed a-Helix-structure of the protein.
Die A nsichten über den M echanism us der in tra m olekularen E n erg ie ü b ertrag u n g in M akrom olekülen wie P ro tein en und N ucleinsäuren haben sich im letzten Ja h rz eh n t zw ar w eitgehend g ew a n d elt1, doch scheint sich eine bestim m te A uffassung noch nicht einhellig durchgesetzt zu haben 2.
Zwei H au ptrichtungen zeichnen sich ab : Die ältere en tsp rin g t einem G edanken von S z e n t -G y ö r g y i 1, daß P ro tein e m öglicherw eise H albleitereigenschaften be sitzen und E lektronen die E nergieleitung überneh m en, die jü n g e re geht von der V orstellung der E n erg ie ü b ertrag u n g durch R esonanz elektronisch an gereg ter Z ustände aus 3, die fü r P roteine insbeson dere von F ö r s t e r 4 entwickelt w orden ist. Nach dem erstm aligen Nachweis in tram o lek u larer E nergiew an d eru n g an M yoglobin durch B üc h e r und K a s p e r s 5 1 A. S z e n t -G y ö r g y i, Science [Washington] 93, 609 [1941] ;
dgl. Introduction to a Submolecular Biology, New York 1960. 2 Vgl. z. B. Bioenergetics, Radiation Research Suppl. 2 (1960) ; E. L. A u g e n s t in e (Ed.), Horizons in Biochemistry; M. K a s h a u . B. P u l l m a n (Eds.) (Albert Szent-Györgyi De dicatory Volume), New York 1962. 3 G. C a r io u . J. F r a n c k , Z. Physik 17, 202 [1923] . 4 T h . F ö r s t e r , Naturwissenschaften 33, 166 [1946] ; Discuss.
Faraday Soc. 27, 7 [1959] ; Proteine: Radiation Research Suppl. 2, 326 [I960] .
haben E v a n s und G e r g e l y 6 quantenm echanische Be rechnungen der A nregung von durch H-Brücken ver knüpften P ep tid g ru p p en nach d er LCA O -M ethode vorgenom m en und einen elektronisch leitenden Z u stand m it ein er A n regungsenergie von m inim al 3,05 eV fü r möglich gehalten. M essungen der L eit fähigkeit verschiedener P ro tein e im festen Z ustand durch E l e y u . M itarb. ' ergeben im M ittel A ktivie ru n gsenergien von etwa 2 ,8 eV, was die q u an ten mechanischen Rechnungen b estätigen könnte. Auch w urden von R i e h l 8 Photoleitfähigkeits-E ffekte bei P roteinen bei E in stra h lu n g von 2 5 8 0 u n d 3 6 7 0 Ä und von Douzou und T h u i l l i e r 9 m it sichtbarem Licht beobachtet. V on verschiedener Seite w erden jedoch E inw ände gegen diese E rgebnisse erhoben, z. B . von G a r r e t t 10 und von S u a r d , B e r t h i e r und P u l l m a n n . L etztere erreehneten m it einer verbesser ten quantentheoretischen M ethode als kleinste A n regungsenergie der P eptid-G ruppe einen W ert von 5,8 eV, der praktisch u n ab h än g ig davon ist, oh diese einzeln oder als Reihe durch H-Brücken verbund en er G ruppen vorliegen. W egen dieser U nklarheiten w ird in neu erer Z e it1' 2 für die E nergiefortleitung in P roteinen die V o r stellung der R esonanzübertragung, insbesondere das von F ö r st e r 4 theoretisch gut ausgearbeitete M odell der langsam en R esonanzübertragung vorgezogen. H ierfü r sprechen eine R eihe experim enteller Be funde 12,13,14.
Fluoreszenz-und P hosphoreszenz-M essungen an P roteinen, die bei tiefen T em peraturen im festen Z ustand oder in hochviskosen M edien vorgenom m en w u rd e n 912-16, haben b ish er bestätigen können, daß die an reg b aren A tom gruppen von den arom atischen A m inosäuren P henylalanin, T yrosin und T rypto p h an h errü h ren . D a keine wesentliche V erschiebung von A bsorptions-und E m issionsbanden durch die B in dung der A m inosäuren im P ro te in au ftritt, kom m t nach F ö r st e r 4 der Z ustand des E x c ito n s1 7 , 18 bei dem alle arom atischen G ruppen im P ro te in zugleich a n geregt und sich m iteinander in "schneller" R esonanz befinden, nicht in F rage. Bei den b isher beobachteten und diskutierten R esonanzübertragungen h andelt es sich im m er um S ingulett-S ingulett-U bergänge; von D e x t e r 19 w urden auch solche zwischen T rip le tt zuständen erö rtert, doch sind die kritischen E n tfe r nungen, bei denen eine R esonan zü b ertrag u n g noch möglich ist, kleiner als bei Singulett-Zuständen.
Als E xcitonen w erden Z ustände einer reg elm äß i gen A nordnung von gleichartigen M olekülen oder A tom gruppen, z. B. in K ristallen, bezeichnet, zwischen denen sehr schneller A ustausdi von E nergie infolge von R esonanz der elektronisch angeregten M oleküle innerhalb der D auer einer Schw ingung stattfinden kann. Die A nregung ist ü b er eine g roße Z ahl von M olekülen und dam it über einen grö ß eren R aum ausgebreitet (in K ristallen bis zu 1000 Ä !) u n d stellt 11 H . S u a r d , G . B e r t h i e r u . B . P u l l m a n , Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 52, 2 5 4 [1961] ; vgl. auch A. u. B. P u l l m a n , Quantum Biochemistry, New York 1963. 12 H . R . S t e e l e u . A. S z e n t -G y ö r g y i, Proc. nat. Acad. Sei. dadurch eine w irksam e E n erg iefo rtleitu n g d ar. Z u o rd n u n g des A nregungszustandes au f bestim m te M oleküle ist nicht möglich. Die H öhe der A n reg u n g s energie ist bei S ingulett-Z uständen kleiner, bei T riplettzuständen etwa gleich der des E inzelm oleküls. T riplettzustände von E xcitonen können ab er nach M cRae und K ash a 20 erheblich g rö ß ere B esetzungs dichten erreichen als einzelne M oleküle, so daß es bei A ggregaten zu P hosphoreszenz-E rscheinungen kom m en kann, die bei jenen nicht beobachtet w er den oder n u r sehr schwach sind. In P ro tein en sollte zum indest in den Bereichen, wo die P eptidkette zur a-Helix aufgerollt ist, a p rio ri die M öglichkeit zur B ildung von E xcitonen gegeben sein, doch h at m an bisher keine A nhaltspunkte d afü r gefunden.
Alle vorstehend erw ähnten V orstellungen ü b er die E nergiefortleitung setzen v oraus, daß zunächst a n geregte Z ustände des P ro tein s erzeugt w erden, m it tels d erer d ann E nergie über län g ere Strecken w an dern könnte. Z ur A nregung d er bislang b ek a n n t gew ordenen und diskutierten Z ustände m üßten aber P hotonen einer E nergie benutzt w erden -etwa 3 bis 4 eV entsprechend 70 -90 K cal/M ol -, die im physiologischen Geschehen nicht ohne w eiteres zur H and sind. W enn d ah er angeregte Z ustände von P roteinen eine Rolle spielen sollten, so m üßte en t w eder ihre A nregungsenergie so g erin g sein, daß sie von der W ärm ebew egung geliefert w erden könnte, es sei denn, besondere chemische R eaktionen stellten ausreichend E nergie zur V erfügung. D enn abgesehen von d er Photosynthese in der Pflanze und dem Sonderfall der Biolum ineszenz verlaufen p h y sio lo gische Prozesse evolutionär jü n g e re r O rganism en praktisch als D unkelreaktionen.
N un weisen verschiedene B eobachtungen ü b er die schwache Lum ineszenz von biologischen System en, z. B. L eberextrakt, Hefezellen 21, X an th in o x y d ase 22 in G egenw art von Sauerstoff d a ra u f hin, daß nicht durch Licht angeregte Zustände u n te r physiologischen Bedingungen auftreten können, welche offensichtlich nichts m it der sehr viel intensiveren B iolum ineszenz bestim m ter Species zu tun haben. W enn es sich bei diesen Beobachtungen nicht n u r um S onderfälle, son d ern um allgem einere E rscheinungen handelt, so d ü rfte der V erdacht aufkom m en, daß diese M echa nism en der elektronischen A nregung auch fü r be stim m te biologische Zwecke ausgenutzt w erden, viel leicht auch zur E nerg ie-Ü b ertrag u n g und -Speicherung.
In der vorliegenden U ntersuchung soll nun über A nhaltspunkte berichtet w erden, die au f das V o r handensein angeregter Z ustände von P roteinen in v erd ü n n ter w äß rig er L ösung bei N o rm altem peratur un ter physiologischen M ilieubedingungen (pn 7 -8 , /~ 0 , 1 ) hinw eisen.
Im Z usam m enhang m it B eobachtungen, die bei der E in w irkung von O H -R adikalen au f R inderserumalbum in (im folgenden RSA) in w äß rig er Lösung gem acht w urden, fiel die außerordentlich lang a n d au ern d e Lum ineszenz nach der R adikaleinw irkung auf ( S t a u f f , J a e n i c k e und W o l f ) 2 3 . D a O H -R adikale selbst C hem ilum ineszenz verm utlich durch A nregung von Sauerstoff u n te r bestim m ten B edingungen e r zeugen, w ar zunächst nicht sicher, w iew eit dieser Effekt etwas m it der A nw esenheit des P ro tein s zu tun hatte, doch zeigte sich, daß eine ähnliche lang dau ern d e Lum ineszenz auch nach B estrahlung des RSA in L ösung m it langw elligem LIV-Licht ( > 3 2 0 0 Ä ) au ftra t (A bb. I ) 24. D iese P hosphoreszenz w urde zu nächst als ein ähnlicher Effekt angesehen, wie er bei der B estrahlung von festen oder tiefgekühlten P ro teinen beobachtet w orden i s t 9,12-16. Bei der U n ter suchung sollte sich zeigen, daß dies nicht im direkten Sinne zutraf.
M ethodik
Die Messung von Phosphoreszenz-Erscheinungen ist normalerweise nur erfolgreich, wenn die starken Lösch effekte der Eigen-und Fremdlöschung bei Normaltempe ratur entweder durch Viskositätserhöhung oder durch Tem peratur-Erniedrigung so weitgehend vermindert werden, daß die Emission mit den üblichen Meßgeräten wahrnehmbar ist. Wenn nun die äußeren Param eter des Meßobjekts nicht verändert werden sollen, muß die Empfindlichkeit der M eßanordnung entsprechend er höht werden. Jede Messung einer Licht-Emission ge schieht aber praktisch durch Vergleich eines von der Lichtquelle ausgehenden Signals mit dem Störpegel (Rausdien), der durch die gesamte experimentelle An-23 J . S t a u f f , R. J a e n i c k e u . H. W o l f , Z. Naturforschg. 18 b. E rg e b n is s e P h o sp h o re sze n z von P ro tein lö su n g en Das grundlegende E rgebnis besteht in der B eob achtung einer schwachen, langsam abklingenden Phosphoreszenz bei einigen P roteinen im Z ustande verd ü n n ter w äßriger L ösung bei N o rm altem peratu r ( 2 0 -2 2 C ), w enn sie m it Licht zwischen 3 2 0 0 Ä und 4 3 0 0 Ä bestrahlt w erden (vgl. A bb. 1 ). D er A nregungsbereich des Lichts erstreckt sich vom la n g welligen UV bis in den blauvioletten Teil des sicht baren S pektrum s. T ab. 1 gibt eine Z usam m enstellung der D aten, die zur B erechnung des A ktionsspektrum s län g en bereidi von 32 0 0 bis 4 0 0 0 Ä bisher n u r von S t e e l e und S z e n t -G yö r g y i 12 u n ter V orbehalt beob achtet w orden. Von den untersuchten P ro te in e n : RSA, /?-Lactoglobulin, P eroxydase, X anthinoxydase, R ibonuclease, Cytochrom c, A lkoholdehydrogenase und K atalase konnte bei den 4 letztgenannten unter den vorgege benen V ersuchsbedingungen keine Phosphoreszenz festgestellt w erden.
Abb. 2. Aktionsspektrum der Anregung der langdauernden Phosphoreszenz von RSA (1-proz. Lsg., pH 7,5). Der Anstieg unterhalb 3000 Ä ist nur qualitativ beobachtet worden. Vgl.
auch Tab. 1.
Beim RSA und L actoglobulin verläuft das Z eit gesetz des Intensitätsabfalls im Z eitraum der ersten 30 bis 60 sec nach der 1. O rdnung, danach exakt nach der 2. O rdnung. Die R elaxationszeiten ( d l n / / d £ ) _ 1 b etragen beim RSA 145 sec und beim L actoglobulin 5 0 Sekunden. Bei der B estrahlung in einer durch Schliff verschließbaren K üvette einer RSA-Lösung, die so rgfältig aus lu ftrein er P ulferlösung hergestellt w orden w ar und 12 Stdn. durch Ü berleiten von R ein stickstoff von Sauerstoff b efreit w urde, zeigte sich n u r ein g erin g er U nterschied in der P hosphoreszenz in ten sität 20 sec nach d er B estrahlung. Die Abklinggeschw indigkeit w ar jedoch kleiner als in G egenwart von L uft. G enaueres m üssen eingehendere U nter suchungen ergeben.
M it A usnahm e des L actoglobulins zeigten die p hosphoreszenzfähigen P ro tein e noch eine besondere typische Eigenschaft. G ibt m an zu einer bestrahlten L ösung eines solchen P ro tein s geraum e Zeit nach Be strah lu ngsende eine L ösung von Eosin (ca. 1 0 _ 5-m .), so steigt die L um ineszenz-Intensität auf etwa den 80-bis 1 0 0 -fachen B etrag an, dabei w ir die Abklinggeschw indigkeit grö ß er (A bb. 3 ) . M it Fluorescein erh ält m an ebenfalls einen jedoch sehr viel geringe ren Effekt (etw a 3-fache V e rstä rk u n g ), w ährend E ry th ro sin , R iboflavin und P htalhydrazid w irkungs los sind. Letzteres v erh in d ert den A nstieg der L u mineszenz des Eosins, w enn es vor diesem d er L ö sung zugesetzt w ird.
Abb. 3. Einfluß von Eosin auf die Phosphoreszenz von
Lösun gen des RSA (1) und der Peroxydase (2). a: Zeitpunkt der Belichtung (El-Blitz), b: Zeitpunkt der Einfüllung, c) : Zeit punkt der Zugabe von Eosin (1 ml 10" 5 ml zu 5 ml Protein lösung, beide 1-proz. in Phosphatpuffer pH 7,5, I = 0,146). 3: RSA-Lösung wie (1) im Dunkeln hergestellt und aufbe wahrt, 4: RSA-Lösung wie (1) im Tageslicht hergestellt, 5:
Human-Serumalbumin wie (1) behandelt.
D urch die W echselw irkung m it E osin w ird der Nachweis der A nregung der P ro tein e sehr em pfind lich. Beispielsw eise läß t sich deutlich die Lum ineszenz von R SA -Lösungen nachw eisen, die im L ab o rato riu m im Tageslicht gestanden haben (A b b . 3 ) , w ohin gegen eine im D unkeln hergestellte und aufbew ahrte RSA -Lösung n u r einen sehr schwachen Effekt zeigte. D er Nachweis d er A nregung w ird dadurch sehr v er einfacht, insbesondere, wenn m an die im m eth o d i schen A bschnitt bereits erw ähnte "B litz" -M ethode anw endet. Die A bklingkurven d er p h o sp h o reszieren den P ro tein lö su n g nach Zusatz von E osin gehorchen ebenfalls in den ersten 30 -50 sec einem Zeitgesetz 1. O rdnung, danach einem solchen 2. O rdnung. G ibt m an das Eosin vor der B estrahlung zu, so ist die L um ineszenz-Intensität erheblich g rö ß er als nach der Z ugabe, wenn gleiche Z eitpunkte nach B estrah lu n g s ende verglichen w erden. Die R elaxationszeit ist aber in beiden Fällen die gleiche und b eträg t etw a 25 sec, sie ist som it kleiner als die der nicht m it E osin ver setzten RSA -Lösung.
Noch stärkere lang an d au ern d e E m ission zeigt bei B estrahlung eine m it Eosin versetzte RSA -Lösung m it 5 4 6 0 Ä (Fluoreszenzm axim um des Eosins 5 2 2 0 Ä ) . Da die R elaxationszeit dabei ebenfalls u n
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Peroxidase v erän d ert bleibt, kann es sich nicht einfach um eine Fluoreszenz oder P hosphoreszenz des E osins allein handeln.
(In diesem Z usam m enhang sei erw ähnt, daß Z u gabe von P henol einen kurzzeitigen A nstieg der P h osphoreszenz-Intensität gefolgt von einem etwas steileren A bfall verursacht.)
Messungen der Elektronen Spin-Resonanz
W ie von A l l e n und I n g r a m 11 nachgew iesen w urde, w ird durch B estrahlen der eingefrorenen Lösungen von RSA bei T em peraturen des flüssigen Sauerstoffs m it Licht ein er W ellenlänge von 3 6 5 0 Ä ein R adikal erzeugt, das sich als S ignal im E SR -S pektrom eter nachweisen läßt. Das S ignal verschw indet beim E r w ärm en au f Z im m ertem peratur, nicht aber, wenn das P ro te in im festen Z ustand b estrah lt w urde.
Bei unseren V ersuchen ließ sich ebenfalls kein R adikal nachw eisen, Avenn die bei Z im m ertem peratu r bestrahlte L ösung sofort -d. h. 20 bis 30 sec nach B estrahlung -in flüssigem Stickstoff eingefroren w ird (A bb. 4 ) . Im G egensatz dazu läßt sich bei V er suchen, die in gleicher W eise m it Zusatz von H 20 2 ausgeführt wrurden, sehr g u t ein R adikal nachweisen. 
Versuche m it denaturiertem RSA
Um festzustellen, inw iew eit die P hosphoreszenz des RSA an die S tru k tu r des P roteinm oleküls ge bunden ist, w urde das P ro te in in L ösung verschiede nen denatu rieren d en Einflüssen unterw orfen. Es w u r den 1-proz. R SA -Lösungen untersucht in 1. G egenw art von 8 M ol H arnstoff, W eiterhin w urden 0 ,2 -proz. L ösungen des gleichen P roteins 4 0 m in auf 70 bei p j£ 7,5 und 90 m in au f 55 bei pu 4 ,6 erw ärm t. D ie A ggregation bei der W ärm ed en atu rieru n g w urde durch Lichtstreuungsm essungen verfolgt. Bei der W ä rm ed en atu rieru n g im isoelektrischen Bereich (pn 4 ,5 ) w ird die A n regungsfähigkeit des RSA nicht v erändert. In allen anderen Fällen bleibt die P hosphoreszenz wie auch die E osinanregung nach der B estrahlung vollkom men aus. Die gleichen E inflüsse w urden bei /?-Lactoglobulin und P eroxydase beobachtet.
Versuche m it oxydiertem und carboxym ethyliertem RSA
RSA, dessen SH-und S S-G ruppen durch O x y d a tion m it P eram eisensäure oder durch R eduktion m it nachfolgender C arboxym ethvlierung u nw irksam ge macht w orden sind, besitzt in v erd ü n n ter L ösung bei Ph 7,5 keine H elixkonfiguration, sondern befindet sich im Z ustand eines statistisch geknäuelten F a d e n m oleküls (vgl. J a e n ic k e und S t a u f f ) 27. D urch die O xydation, nicht aber durch die R eduktion, w ird die In d olgruppe des T ry p to p h an s u n d teilweise des M ethionins chemisch verändert.
Bei der U ntersuchung dieser P ro tein d eriv ate auf ihre Phosphoreszenzfähigkeit zeigte es sich, d aß nach der B estrahlung ebenfalls nicht die geringste L u m i neszenz au ftrat, Avie auch E osin keinerlei E influß hatte.
A ußerdem geht die F ähigkeit zur Phosphoreszenz verloren, Avenn RSA m it p-Benzochinon b ehandelt Avird. Durch p-Benzochinon Avird zAvar die SH -G ruppe m it Sicherheit angegriffen, an d ererseits sind ab er Reaktionen m it anderen A m inosäure-R esten nicht auszuschließen.
Chem ilumineszenz
Die Enzym system e X an th in o x id ase-X a n th in -0 2 22 und P eroxidase-H 20 2 verursachen von sich aus, d. h. ohne vorherige B estrahlung eine L ichtem ission, die als echte Chem ilum ineszenz anzusehen ist (A bb. 5 ) . Die Enzyme bleiben bei diesen R eaktionen als echte K atalysatoren u n verändert. N un rea g iert RSA eben falls m it H 20 2 u n te r einer, w e n n a u c h A veitaus schwä cheren Lichtem ission, w ird ab er d abei langsam zer stört. W esentlich stärk er ist die Lum ineszenz, w enn das System den F e(II)-E D T A -K o m p lex en thält (Abb. 6 ).
26 J . S t a u f f u . R. J a e n i c k e , Kolloid-Z. 175,1 [1961] .
27 R. J a e n ic k e u . J . S t a u f f , Kolloid-Z. 178, 143 [1961] .
A us diesem B efund ist zunächst nicht ohne w eite res zu folgern, daß die P roteinm oleküle durch das Fenton sehe R eagens angeregt w erden, da das System F e ( II ) -ED TA + H 20 2 selbst eine fast ebenso intensive C hem ilum ineszenz erzeugt, die sich auch durch Eosin v erstärken läß t 28. W ie andernorts d a r gelegt w orden ist 2o, handelt es sich in diesen Fällen um eine A nregung des S auerstoffs (oder eines SauerAbb. 5. Chemilumineszenz der Reaktionen. 1: Peroxydase (6,7-IO" 8 g/ml) + H,Oo , 2: RSA (1 • 10~2 g /m l)+ H 20 2 (4,2• 10-6 M ol/ml). Strahlendes Volumen: 12 ml. Phosphat puffer pH 7,06. stoffassoziats) durch R ekom bination von OH-Radikalen. Bei der E osin-A nregung handelt es sich ver m utlich um eine E n erg ieü b ertrag u n g auf das Eosin durch Resonanz, da das W ellenlängenm axim um der E m ission der Fenton sehen R eaktion (5250 Ä) m it dem F luoreszenzm axim um des E osins (5220 Ä) übereinstim m t ( S t a u f f , L o h m a n n und H a r t m a n n ) 2 8 .
A u s diesem G runde ist bei allen selbstleuchtenden System en von vornherein nicht zu übersehen, w ie weit die E m ission m it der E rzeugung von Sauerstoff-R adikalen zusam m enhängt. Bei der X anthinoxydase w urden von G r e e n l e e , F r i d o v i t c h und H a n d l e r 29 das A uftreten von 0 2H -R adikalen angenom m en. Bei d er P eroxydase ist w egen d er Beteiligung des H 20 2 und der F ähigkeit O H -G ruppen in organische S ub stanzen einzuführen, die B ildung von O H -R adikalen durchaus den k b ar (K atalase, die O H -G ruppen nicht ü b erträg t, zeigt keine C hem ilum ineszenz und auch keine P h o sp h o reszen z!). U m n u n den Nachweis zu führen, daß die beob achtete C hem ilum ineszenz des System s RSA -fFentons R eagens nicht von der A nregung des Sauerstoffs, sondern von d er des P roteins h errü h rt, 28 J. S t a u f f , F . L o h m a n n u . G. H a r t m a n n , in Vorbereitung. 29 L . G r e e n l e e , I. F r id o v ic h u . P. H a n d l e r , Biochemistry 1, 779 [1962] .
w urde folgenderm aßen vorgeg an g en : F e (II)-E D T ALösung w ird m it einer zur vollständigen O xydation des F e ( II ) unzureichenden M enge H 20 2 versetzt und nach dem A bklingen des Intensitätsm axim um s der Lumineszenz zur Z erstörung von evtl. noch v o rh a n denem H 20 2 m it K atalase versetzt, die nach dem oben M itgeteilten w eder zur P hosphoreszenz noch zur Chem ilum ineszenz an geregt w ird. Nach einer gewissen Zeit -3 m in -zeigt eine Z ugabe von E osin an, daß w eder R adikale noch angeregte Z u stände v o rhanden sind (A bb. 6 ) . M acht m an den gleichen V ersuch in G egenw art von RSA , so ist die erreichte In ten sität im M axim um zunächst wesentlich höher, K atalasezusatz läß t d an n die In ten sität nicht auf den W ert 0 absinken. W ird nun nach 3 m in w ie der Eosin zugegeben, so zeigt der erneute A nstieg das V orhandensein eines angeregten Z ustands an. F ü h rt m an den gleichen V ersuch statt m it RSA m it RSA0X aus, so erh ält m an fast dasselbe Bild wie m it dem Fenton sehen R eagens allein ; der einzige U nterschied besteht d arin , daß die In ten sität im M axim um h ier auch etw as g rö ß er ist.
Win.
Zeit -► Abb. 6. Chemilumineszenz der Fenton sehen Reaktion und chem. Anregung des RSA. 1: 2 ml Fe (II) EDTA (1.0 •10~2-m.) -f 1 ml RSA (1-proz.) + 1,5 ml H20* (1 • 10 2-/7z.), 2 : 2 ml Fe(II) EDTA (1 • IO" 2) + 1 ml RSA0x (1-proz.) + 1,5 ml H20 2 (1 • 10~2-m.), 3: 2 ml Fe(II) EDTA (1 • 10-2 ) + 1,5 ml H20 2 (1 • 10~2) ohne Protein. A: Zeitpunkt der Zugabe von H20 2, von Katalase und von Eosin (5 ml 1*10 -5-m.).
D er n u r beim nativen RSA zu beobachtende erneute A nstieg nach E osin-Z ugabe läß t den Schluß zu, daß der Effekt vom P ro te in und nicht von etwa noch v orhandenen O H -R adikalen h e rrü h rt.
Diskussion
Die beobachtete Lum ineszenz m uß von gelösten P roteinen h errü h re n , da das experim entelle V erfah ren ap p arativ e Störeffekte ausschließt (Streulicht-anregung der G efäß w än d e). Sie kann auch nicht von m öglicherw eise in den verw endeten P rä p arate n v o r handenen V erunreinigungen h ervorgerufen w orden sein, da der Zusatz von D enaturierungsm itteln wie auch die E rw ärm ung vor der B estrahlung die L u m ineszenz verschw inden läßt. D iejenigen D enaturierungsversuche, bei denen sich durch M essung der R otationsdispersion feststellen läßt, daß sie zur Z erstörung der H elix-K onfiguration des P ro tein s führen (vgl. dazu J. A. S c h e l l m a n n 3 0 ) , verursachen auch einen vollständigen A usfall der P hosphoreszenz. F ü r RSA betragen die R otationsd ispersions-K onstanten bei der D enaturierung mit H arnstoff, m it G uanidin-H C l und m it D etergentien 212 -215, beim E rw ärm en bei pn 7,5 auf 70 ~ 245. Diese E rn ied rig u n g der K onstanten gegenüber l c = 268 fü r das native RSA bedeuten, daß die H elix-K onfiguration w eitgehend zerstört ist. Das gleiche gilt fü r R SA 0X und RSAjje m it den K on stan ten Ac = 212 und 2 1 5 27. E rw ärm t m an RSA in L ösung bei pn 4,5 auf 5 5°. so ag g regiert es zw ar zu einem polydispersen Ge misch höheren P artikelgew ichts, die H elix-K onfigu ration der Peptidketten bleibt aber erhalten, wie aus dem W ert von 266 fü r / c hervorgeht. Bei dieser Be handlung bleibt auch die P hosphoreszenzfähigkeit des P roteins im V ergleich zum nativen praktisch u n verändert.
Es ist nun zu erö rtern , inw iew eit die beobachtete langdauernde Phosphoreszenz m it derjenigen etwas zu tun hat, die im w esentlichen bei tiefen T em p era turen untersucht und auf angeregte Z ustände der arom atischen A m inosäuren der P roteine zurückge führt w orden i s t 912-16. Obwohl das E m issions spektrum der R SA -Phosphoreszenz in verdün n ter Lösung noch nicht vollständig aufgenom m en w erden konnte, kann im A ugenblick schon übersehen w er den, daß es sich von etwa 4 0 0 0 bis m indestens 5 500 A ausdehnen dürfte. Das ist zugleich der E m is sionsbereich fü r die Phosphoreszenz einiger P roteine, d er von S t e e l e und S z e n t -G y ö r g y i 12 m it ziemlich g ro ß er Sicherheit auf eine A nregung des T ryptoph an s zurückgeführt w erden konnte. Die A nregung gelingt d ort auch m it W ellenlängen zwischen 3 0 0 0 und 3 9 0 0 Ä, der Schw erpunkt w ird m it 340 0 -35 0 0 Ä 30 J. A. S c h e l l m a n n , C. R. Lab. Carlsberg Ser. chim. 29. 223 u. 247 [1955] , 31 Vgl. "The Proteins", H. N e u r a t h u. K. B a il e y , Eds.. Bd. 1, TI. A. S. 215 ff.
angegeben, wogegen nach den vorliegenden M essun gen etwa 4 0 0 0 Ä ausreichen. D ieser U nterschied ist aber in A nbetracht noch v o rh an d en er U n g en au ig keiten nicht so entscheidend. W esentlicher scheint zu sein, das S t e e l e und S z e n t -G y ö r g y i bei der A n re gung des 4 5 0 0 Ä -E m issionsbandes durch 3 4 0 0 Ä kein Nachleuchten beobachten, so n d ern n u r bei A n regung durch 258 0 Ä, w ährend h ier bei 4000-Ä -A nregung ein Nachleuchten m it ein er R elaxationszeit von etwa 145 sec (Gebiet des A bfalls 1. O rdnung) auftritt. H inzu kom m t, daß die lan g d au ern d e P h o s phoreszenz um G rö ßenordnungen schwächer ist als die bei tiefer T em p eratu r beobachtete, so daß die Ü bergangsw ahrscheinlichkeit des verantw ortlichen angeregten Z ustands bei jen er sehr viel k leiner sein dürfte als bei dieser.
Da jedoch ein U nterschied zwischen H u m an Serum album in m it einem und RSA m it zwei T ry p tophan beobachtet w ird (A bb. 3 ) , sollte dessen A tom gruppe am M echanism us beteiligt s e in 31.
Sieht m an dies als gegeben an, so ist ab er nicht einzusehen, wieso bei einer v erän d erten A n o rd n u n g ih rer räum lichen Stellung im P ro te in die L ebens d auer bestim m ter angeregter Z ustände oder vielleicht ihre A nregbarkeit ü b erh au p t beeinflußt w erden könnte, wenn sie nicht m itein an d er durch ein koope ratives Phänom en verbunden w ären *.
Diese N otw endigkeit des V orh an d en sein s einer geordneten räum lichen S tru k tu r fü r das A uftreten der langdauernden P hosphoreszenz, die sich aus den D enaturierungsversuchen ergibt, fü h rt von selbst zu V orstellungen, wie sie aus der T h eorie d er an g ereg ten Z ustände von K ristallen bek an n t sind. Da ist zunächst das H albleiterm odell. F ü r P ro tein e von E v a n s und G e r g e l y theoretisch als W irk u n g von durch H-Brücken verbundenen P ep tid g ru p p en e r schlossen, deren " o rb ita ls" sich im angeregten Z u stand partiell überlappen, w ird es von E l e y 7, R i e h l 8 und Douzou 9 auf G rund der B efunde der L eitfäh ig keit und der P h o to leitfäh ig k e it8,9 bevorzugt. In s besondere der Befund von Douzou und T h u i l l i e r 9 der L eitfähigkeitserhöhung von R S A beim Belichten m it sichtbarem Licht spricht d afü r. Die h ier g efu n dene A nregungsenergie von 3,1 eV w ürde sogar genau dem von E v a n s und G e r g e l e y berechneten * Man kann praktisch nur von einer Veränderung der S tel lung der Gruppen durch die Denaturierung des Proteins sprechen, da ihre gegenseitige E ntfernung nur wenig ver ändert wird, wenn man die sehr geringfügige Gestaltsver änderung des RSA dabei berücksichtigt. N u n ist das Ü berlappen der "m olecular o rb ita ls" fü r kooperative Effekte der A nregung nicht unbedingt erforderlich. Das M odell des E xcitons als A lternative zum H albleiterm odell kann ebenfalls die beobachte ten P hänom ene erklären, zum al, wie Lyons 32 d a r legen konnte, auch D eutungen d er H albleitfähigkeit u n d P h otoleitfäh ig k eit möglich sind. F ü r die lang d au ern d e P hosphoreszenz der n ativen P roteine kann dieses M odell jedoch E inzelheiten des gefundenen V erhaltens deuten, die das ältere nicht erklären k an n : D er A nregungszustand ist w egen seiner langen L ebensdauer und geringen E m issionsintensität sehr w ahrscheinlich ein T riplett-Z ustand, der einer be stim m ten A tom gruppe zuzuordnen ist. F ü r sich allein genom m en -wie etwa im d en a tu rierten Z ustand des P ro tein s -hätte diese A tom gruppe eine so ge rin g e Besetzungsdichte, daß die dadurch erm öglichte E m ission u n ter der W ahrnehm barkeitsgrenze der M eßvorrichtung läge. Im räum lich geordneten V er b an d m it m ehreren anderen -wie in der a-H elixw ird aber entsprechend den V orstellungen von M cR ae und K ash a 20 die W ahrscheinlichkeit der Besetzungsdichte des in F rag e stehenden T rip lett zustandes so w eit erhöht, daß jetzt die d araus em it tieren d e E nergie eine zum Nachweis ausreichende In ten sität erreicht. Beim Peptid-H -Brücken-M odell h ingegen sollte nach E vans u n d G e rg e le y nach der D en atu rieru n g des P roteins das E nergieniveau des angeregten Z ustands um 0 ,5 -1 eV zu kürzeren W ellenlängen h in verschoben sein, w ährend nach angeregten Z ustand ü b ertrag en und von d o rt em it tiert. W egen d er nicht sehr g ro ß en Ü b erlap p u n g der Spektren im G ebiet von 4 0 0 0 Ä sollte die Ü b er trag u n g nicht so effektiv sein, wie in G egenw art von Eosin, m it dessen S pektrum im G ebiet län g erer W el len ( > 5 0 0 0 Ä) ein g rößeres Ü berlap p u n g sg eb iet zu existieren scheint. D as E osin m uß ab er durch R e so nanz am Gesam tsystem beteiligt sein u n d nicht etwa durch die em ittierte S trah lu n g an geregt w erden, da es sowohl die In ten sität d er E m ission erh ö h t als auch deren R elaxationszeit beeinflußt. G enaueres ließe sich erst nach A ufnahm e der S pektren aussagen. D er frap p ieren d e Effekt des E osins läß t die V er m utung aufkom m en, daß dieser m it den zahlreichen Beobachtungen ü b er die photodynam ischen W irk u n gen dieses F arbstoffs z u sam m en h än g t33, zum al h ier auch eine Sauerstoffem pfindlichkeit aufzutreten scheint (vgl. o b e n ).
Noch nicht zu klären w ar die R olle der SH-u n d SS-G ruppen bei der P hosphoreszenz. A uffallend ist, daß SH -freie (R ibonuclease) u n d SS-freie P ro tein e (A lkoholdehydrogenase) kein lan g d au ern d es N ach leuchten zeigten u n d daß Blockierung d er SH -G ruppe des RSA m it C hinon den Effekt verschw inden ließen. Da es den k b ar erschien, daß SH-als E lektronen-D onator und SS-als A cceptor am an reg b aren System beteiligt sin d und A l l e n und I n g r a m 26 beim RSA bei 77 °K u n d 3 6 5 0 Ä B estrah lu n g E SR -Signale beobachtet hatten, sollten ESR -M essungen versuchen, unter den gleichen V ersuchsbedingungen wie bei der langdauernden P hosphoreszenz R adikale nachzu weisen. D ies gelang nicht.
Die Versuche, eine A nregung des P ro tein s durch rein chemische E nerg ielieferu n g ohne E in strah lu n g von Licht zu erreichen, m üssen als positiv angesehen w erden, obwohl die M odell-R eaktion -Fe (II) + H 20 2 -unphysiologisch ist und bei H 20 2-Ü berschuß und län g erer E in w irk u n g sd au er schließlich zur Z erstörung bestim m ter A tom gruppen des P ro teins fü h rt. A us M essungen d er R o tatio n sd isp ersio n solcherart behandelten P ro tein s zeigte sich allerdings, daß dabei die S ek u n d ärstru k tu r nicht angegriffen w ir d 23. Die A nregung, die im m erhin eine E n ergie von ru n d 70 K cal benötigt, sollte von ein er en erg ie reichen R ad ik alrek o m b in atio n (O H -R adikale) h e r rü h ren , wobei es noch nicht gewiß ist, ob radikalische Z ustände des P ro tein s d ara n beteiligt sind, oder die 33 H. M e i e r , Photochemie der organischen Farbstoffe, Sprin ger-Verlag, Berlin-Göttingen-Heidelberg 1963, S. 319 bis 348 ff.
